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摘要：为了探究不同养殖模式下凡纳滨对虾肠道微生物群落组成的差异，本研究采用
16S rRNA 扩增子测序技术对 4 种不同养殖模式 [ 淡水池塘养殖模式 (FWP)、海水池塘养
殖模式 (SP)、高位池养殖模式 (HP) 和生物絮团养殖模式 (BFP)] 下凡纳滨对虾的肠道微
生物多样性和群落结构进行了研究。结果显示，FWP 和 HP 下凡纳滨对虾肠道菌群的 α
多样性指数显著高于 SP 和 BFP，4 种养殖模式下凡纳滨对虾肠道微生物群落结构存在显
著差异。变形菌门在 SP、BFP 和 HP 模式中具有较高的丰度，并且是造成 4 种养殖模式
肠道菌落差异的关键贡献类群，FWP 模式中蓝藻门的丰度远高于其他养殖模式。弧菌
科和支原体科是 4 种养殖模式的共有核心微生物中最丰富的 2 个科。此外，不同养殖模
式的指示类群并不相同，FWP 模式的肠道细菌指示类群为丙酸杆菌科，BFP 养殖模式的
指示类群为黄杆菌科。共现网络分析结果表明，HP 模式中肠道微生物的相互作用高于
其他 3 种养殖模式，而 FWP 养殖模式的肠道微生物菌群最稳定。
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据 2018 年世界渔业和水产养殖状况显示，

自 2000 年起，全球水产养殖产量已不再保持 20
世纪 80 和 90 年代的高速增长。尽管如此，水产

养殖产量的增速仍然快于其他主要的食品生产

部门，特别是亚洲内陆水产养殖中甲壳类动物

产量增长迅速。凡纳滨对虾 (Litopenaeus vanna-
mei) 又称南美白对虾、白脚虾，是甲壳类动物养

殖的主要种类，其具有适温范围广 (6~39 °C)，适

应盐度广 (0.5~50)、生长快、抗病性强、肉质可

口和加工出肉率高等特点 [1]，是中国也是世界范

围内的对虾养殖三大种类之一 [2]。我国凡纳滨对

虾的主要养殖模式为淡水池塘养殖、海水池塘

养殖和室内高位池养殖。池塘养殖模式结构简

单、养殖密度低且资金投入少[3]，但是可控性差，

难以维持养殖水质的稳定 [4]。高位池养殖模式虽

然养殖密度高、管理精细以及人为调控性强，

但是高密度的养殖导致对虾病害频发以及养殖

环境的污染 [5]。为了养殖业可持续发展，一种能

够净化水质及维持高密度养殖的生物絮团养殖

模式被广泛研究 [6]，但因其在养殖过程中操作性

较差、养殖成功率低，还未被大规模应用于生产[7]。

肠道微生物在维持对虾的生长和健康方面

起重要作用。肠道微生物可以提高肠道消化吸

收功能，促进肠道营养平衡，利于宿主的健康[8]，

正常的肠道菌群代谢产物有利于杀灭病原微生

物以抑制病原体的生长 [9-10]。另外，肠道微生物

还有刺激免疫系统的发育和保持肠道屏障完整

性等作用[11]。近几年，不同养殖模式下凡纳滨对

虾的生理生化指标、饲料转化率及其免疫功能

等方面已得到了广泛研究[12]，但是不同养殖模式
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下凡纳滨对虾肠道微生物群落方面研究还鲜有

报道。本研究采用 16S rRNA 扩增子测序技术对

4 种不同养殖模式下的凡纳滨对虾肠道微生物群

落进行研究，以期为凡纳滨对虾的微生态健康

养殖提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    生长参数测定及肠道样品采集

实验于 2018 年 9 月中旬在浙江宁波咸祥镇

丹艳水产养殖场采集了 4 种养殖模式下的凡纳滨

对虾成虾样品，包括淡水池塘养殖模式 (FWP)、
海水池塘养殖模式 (SP)、生物絮团养殖模式

(BFP) 及高位池养殖模式 (HP)。采集的凡纳滨对

虾活虾放于车载冰箱中 (4 °C) 运至实验室后，用

标尺测量对虾个体体长 (从眼根部到尾尖，精确

至 1 mm)，每种养殖模式测定 15 条。FWP、SP、
BFP 和 HP 等 4 种养殖模式下凡纳滨对虾平均体

长分别为 11.5、9.8、9.0 和 11.2 cm。用无菌牙签

挑取凡纳滨对虾肠道至无菌 EP 管中并迅速保存

于−80 °C 超低温冰箱用于 DNA 提取，每 5 个整

肠为 1 个重复，每种养殖模式设置5 个重复。

1.2    DNA提取、细菌 16S rRNA扩增和高通

量测序

使用 QIAamp® DNA Stool Mini Kit(Qiagen) 试
剂盒提取凡纳滨对虾肠道 DNA，用分光光度计

(NanoDrop  ND-1000，USA) 测定 DNA 浓度和纯

度。用带 Barcode 的引物 515F  (5 ′-GTGYCAGC
MGCCGCGGTAA-3 ′ ) 和 806R(5 ′-GGACTACN-
VGGGTWTCTAAT-3′) 扩增 16S rRNA 的 V4 区。

聚合酶链式反应 (PCR) 的扩增体系为 20 μL，每

个样品设置 3 个 PCR 重复，以降低扩增造成的

偏差。扩增条件：95 °C 预变性 3 min；95 °C 变

性 30 s，53 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 45 s，28 个

循环； 72  °C 延伸 10  min。扩增产物用试剂盒

(TaKaRa，日本 ) 进行纯化后，再用 Agilent 2100
生物测定仪 (Agilent，美国 ) 检测片段大小，并

用 Qubit 2.0 荧光光度计 (Life technologies，美国)
定量。最后，对 PCR 产物进行等摩尔合并，在

Illumina MiSeq 平台上进行测序 (Illumina，美国)。

1.3    测序数据处理

原始的 FASTQ 文件用 QIIME 进行组装，并

在 FLASH 的默认参数下进行拼接，随后对拼接

后的序列用 QIIME 进行质控 [13]。剩下的序列用

USEARC 去除嵌合体，用“pick_open_reference_
otus.py”命令将相似性大于 99% 的序列归为同一个

分类操作单元 (operational taxonomic units，OTU)。
将各 OTU 代表序列与 Silva132 数据库比对以获

得其物种分类信息，去除古细菌 (archaea)、叶绿

体 (chloroplast)、线粒体 (mitochondria) 及不能分

类到细菌界的序列。原始的测序数据经上述步

骤处理后，总共获得了 1 308 097 个高质量序列，

生成 25 149 个 OTUs。使用 QIIME 计算每个样本

物种 α 多样性指数，包括丰富度指数 (Richness)、
Shannon 指数及均匀度指数 (Pielou evenness index)，
使用 Bray-Curtis 非相似性计算每个样本微生物群

落的 β 多样性指数。

1.4    数据分析

基于 Bray-Curtis 非相似性进行主坐标分析

(principal coordinates analysis，PCoA)。用PRIMER-E
V5 软件进行相似性分析 (analysis  of  similarity，
ANOSIM)，检验凡纳滨对虾肠道菌群组间和组

内结构的差异。用 R 语言“pheatmap”软件包绘

制科水平组成热图；使用 SPSS 13.0 软件的单因

素方差分析 (One-Way ANOVA) 对门和纲水平的

细菌类群进行分析，使用 Duncan 氏检验进行多

重比较，P < 0.05 表示差异显著。使用基于 Bray-
Curtis距离的 SIMRER 分析表征 4 种养殖模式的

凡纳滨对虾肠道细菌群落整体结构的差异及细

菌群落的相似性。使用线性判别分析 (LEfSe) 比
较 4 种养殖模式下凡纳滨对虾肠道细菌的关键差

异类群。使用“labdsv”软件包筛选指示类群 (指示值>
80，P < 0.01)，并用 MEGA 7 软件构建指示类群

进化树。使用“psych”软件包计算类群相关性矩

阵，保留皮尔森相关性系数|r|>0.6，且 P < 0.05 的

数据矩阵，使用 Gephi(v 0.9.2) 构建微生物群落

的共现网络。

2    结果

2.1    不同养殖模式下凡纳滨对虾肠道微生物

多样性及其组成

利用细菌群落的物种丰富度、Shannon 指数

和群落均匀度指数表征细菌群落的 α 多样性。结

果显示，FWP 和 HP 养殖模式下的肠道细菌群落

的丰富度指数 (图 1-a)、Shannon 指数 (图 1-b) 和
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均匀度指数(图 1-c) 无显著性差异 (P > 0.05)，但

均显著高于 SP 和 BFP 养殖模式 (P < 0.05)。基于

Bray-Curtis 距离的主坐标分析结果显示，4 种养

殖模式下的细菌群落分区明显 (图 1-d)。群落相

似性分析 (ANOSIM) 也说明肠道细菌群落之间的

差异小于不同养殖模式之间的差异，表明 4 种不

同养殖模式之间的肠道细菌群落有显著差异 (表 1)
(P < 0.05) 。

从细菌类群 (门 /变形菌纲水平 ) 组成来看，

不同养殖模式的优势类群不同 (图 2)。FWP 养殖

表 1    基于 Bray-Curtis距离的 ANOSIM相似性分析

Tab. 1    Analysis of similarity (ANOSIM) based on Bray-Curtis distance

ANOSIM
FWP SP BFP

R P R P R P

SP 1 0.008

BFP 0.992 0.002 0.976 0.002

HP 0.976 0.008 0.976 0.008 0.904 0.002

注：R值越接近1，表明组间差异越大于组内差异，P< 0.05表示统计具有显著性

Notes: R value close to 1 indicates that the difference between groups is greater than that within the group. P < 0.05 indicates statistical significance
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图 1    不同养殖模式下的凡纳滨对虾肠道细菌群落 α多样性指数 (a~c)和肠道细菌群落结构 PCoA聚类分析 (d)

1. 淡水池塘养殖模式  (FWP)，2. 海水池塘养殖模式  (SP)，3. 生物絮团养殖模式  (BFP)，4. 高位池养殖模式  (HP)；· 代表异常值，*代表

中位数；不同字母表示各组之间在 P < 0.05 水平上有显著性差异；下同

Fig. 1    α-diversity indexes (a-c) of intestinal bacterial community of L. vannamei in different culture patterns,
PCoA cluster analysis of intestinal bacterial community structure (d)

1.  Freshwater  shrimp pond  (FWP),  2.  seawater  pond  (SP),  3.  biofloc  technology  pond  (BFP),  4.  high-intensive  pond  (HP);  ·  represents  the  abnormal
value, * represents the median; different letters indicate a significant difference at P< 0.05; the same below
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模式下的肠道菌群主要包括放线菌门 (Actinobac-
teria，15.08%)、柔壁菌门 (Tenericutes，14.96%)、
疣微菌门 (Verrucomicrobia，14.28%)、蓝藻门 (Cya-
nobacteria， 12.01%) 和浮霉菌门 (Planctomycetes，
10.93%)；SP 养殖模式下主要包括柔壁菌门 (45.61%)
和γ-变形菌纲 (Gammaproteobacteria，35.17%)；BFP
养殖模式下主要包括 γ-变形菌纲 (31.07%)、放线

菌门 (30.31%) 和α-变形菌纲 (Alphaproteobacteria，
16.65%)；HP 养殖模式下主要包括 γ-变形菌纲

(32.99%)、α-变形菌纲 (28.19%)、柔壁菌门 (13.13%)
和浮霉菌门 (12.88%)。其中，γ-变形菌纲在 SP、
BFP 和 HP 养殖模式中占据优势地位，且三者之

间无显著性差异，但其相对丰度都显著高于 FWP
养殖模式 (P < 0.05)。 α-变形菌纲和拟杆菌门

(Bacteroidetes) 相对丰度在 BFP 和 HP 中无显著差

异，但显著高于 FWP 和 SP；疣微菌门、绿弯菌

门 (Chloroflexi)、蓝藻门和厚壁菌门 (Firmicutes)
在 FWP 中的相对丰度都高于其他 3 种养殖模式，

且与 BFP 和 SP 均有显著性差异 (P < 0.05)；SP 养

殖模式中柔壁菌门的丰度最高，而浮霉菌门丰

度最低，与其他 3 种养殖模式均存在显著性差

异 (P < 0.05)(图 3)。从科水平组成来看，疣微菌

门的 LD29、蓝藻门的 Family I 和丙酸杆菌科 (Pro-
pionibacteriaceae) 是 FWP 养殖模式特有的优势科；

SP、BFP 和 HP 养殖模式特有的菌群分别为支原

体科 (Mycoplasmataceae)、间孢囊菌科 (Intraspor-
angiaceae) 和浮霉菌科 (Planctomycetaceae)(图 4)。

2.2    不同养殖模式下的凡纳滨对虾肠道核心

微生物类群组成

4 种养殖模式下凡纳滨对虾肠道核心微生

物 OUT 数为 86 个，占总 OTU 数的 0.3%，但其

序列数 (reads) 占总序列数的 23.1%(图 5-a)。这些

核心 OTUs 中，变形菌门占据优势地位，占核心

微生物总相对丰度的 61.1%(25 个 OTUs)，而弧菌

科 (Vibrionaceae) 是变形菌门中丰度最高的科，

占核心微生物总相对丰度的 52.8%。柔壁菌门占

核心微生物 OTU 总相对丰度的 35.0%(46 个 OTUs)，
并且都属于支原体科。拟杆菌门和厚壁菌门分

别占核心微生物总相对丰度的 1.9%(5 个 OTUs)、
1.8%(1 个OTU)，且其门类下都只有一个科。放

线菌门也是 4 种养殖模式的核心菌群，其相对丰
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图 2    不同养殖模式的凡纳滨对虾肠道细菌群落优势门/变形菌纲 (>2%)相对丰度图

Fig. 2    Relative abundance of dominant phyla/Proteobacteria classes (> 2%) in the guts of
L. vannamei in different culture patterns
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图 3    不同养殖模式下凡纳滨对虾肠道细菌主要门/纲的平均相对丰度>1%的单因素方差分析

不同字母表示有显著性差异 P<0.05

Fig. 3    One-Way ANOVA of the average relative abundance of dominant phyla/Proteobacteria classes (>1%) of
L. vannamei intestinal bacteria in different culture patterns

Different letters indicate significance levels P < 0.05

F
W

P
1

F
W

P
2

F
W

P
3

F
W

P
4

F
W

P
5

S
P

1
S

P
2

S
P

3
S

P
4

S
P

5
B

F
P

1
B

F
P

2
B

F
P

3
B

F
P

4
B

F
P

5
H

P
1

H
P

2
H

P
3

H
P

4
H

P
5

0.05

0.10

0.15

0.20

科 Family

相
对

丰
度

re
la

ti
v
e 

ab
u
n
d
an

ce

柔壁菌门_柔膜菌纲_支原体目_支原体科 Tenericutes_Mollicutes_Mycoplasmatales_Mycoplasmataceae  

变形菌门_γ-变形菌纲_弧菌目_弧菌科 Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Vibrionales_Vibrionaceae

变形菌门_α-变形菌纲_红细菌目_红细菌科 Proteobacteria_Alphaproteobacteria_Rhodobacterales_Rhodobacteraceae

放线菌门_放线菌纲_微球菌目_间胞囊菌科 Actinobacteria_Actinobacteria_Micrococcales_Intrasporangiaceae  

浮霉菌门_浮霉菌纲_浮霉菌目_浮霉菌科 Planctomycetes_Planctomycetacia_Planctomycetales_Planctomycetaceae

疣微菌门_斯巴杆菌纲_西索恩氏菌目 LD29科 Verrucomicrobia_Spartobacteria_Chthoniobacterales_LD29_

拟杆菌门_黄杆菌纲_黄杆菌目_黄杆菌科 Bacteroidetes_Flavobacteriia_Flavobacteriales_Flavobacteriaceae

变形菌门_γ-变形菌纲_交替单胞菌目_uncultured  Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Alteromonadales_uncultured

蓝藻门_蓝藻目_Subsection I_Family I Cyanobacteria_Cyanobacteria_Subsection I_Family I

厚壁菌门_丹毒丝菌纲_丹毒丝菌目_丹毒丝菌科 Firmicutes_Erysipelotrichia_Erysipelotrichales_Erysipelotrichaceae 

放线菌门_放线菌纲_丙酸杆菌目_丙酸杆菌科 Actinobacteria_Actinobacteria_Propionibacteriales_Propionibacteriaceae

蓝藻门_蓝藻目_SubsectionI I I_Family I  Cyanobacteria_Cyanobacteria_Subsection III_Family I

变形菌门_γ-变形菌纲_气单胞菌目_气单胞菌科 Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Aeromonadales_Aeromonadaceae

变形菌门_γ-变形菌纲_交替单胞菌目_希瓦氏菌科 Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Alteromonadales_Shewanellaceae

疣微菌门_疣微菌门_疣微菌门_疣微菌门 Verrucomicrobia_Verrucomicrobiae_Verrucomicrobiales_Verrucomicrobiaceae

变形菌门_γ-变形菌纲_纤维弧菌目_海仙菌科 Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Cellvibrionales_Halieaceae

0

养殖模式
culuture patterns 

细菌名称
bacteria name

 
图 4    不同养殖模式下凡纳滨对虾肠道细菌群落优势科 (>1%)相对丰度图

Fig. 4    Relative abundance of the dominant families (> 1%) in intestinal bacterial community of
L. vannamei in different culture patterns
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度占比为 0.2%(9 个 OTUs)(图 5-b)。在 FWP 养殖

模式中，核心 OTU 分别占总 OTU 数和总序列数

的 1.1% 和 22.9%，Candidatus  bacilloplasma(属于

柔壁菌门) 是丰度最高的属，在 FWP 的核心菌群

中占绝对优势；在 SP 养殖模式中，核心 OTU 占

其 总 OTU数 和 总 序 列 数 的 1.7% 和 31.4%， 在

BFP 养殖模式中分别为 1.3% 和 23.2%，在 HP 养

殖模式中分别为 1.1% 和 26.4%。核心微生物相

对丰度结果表明，鲁杰氏菌属 (Ruegeria) 主要分

布在 BFP和 HP 养殖模式中；希瓦氏菌属 (Shewa-
nella) 在 SP 养殖模式中最高，而在 HP 养殖模式

中的丰度较低 (图 5-c)。
根据SIMPER 分析，筛选出了 11 个关键OTUs

(贡献度大于 1%)，解释了不同养殖模式中 24.1%
的肠道细菌群落差异 (图 6)，其中贡献度最高的

为 BDMQ(属于弧菌科)，为 4.061%。4 种养殖模

式的 5 个核心 OTUs，如 BDMQ(属于弧菌科)、HE
610324.1.1554(属于支原体科 )、KU524786.1.1516
(属于弧菌科 )、 New.  Reference OTU1(属于弧菌

科) 和 New. Reference OTU2(属于支原体科)，5 个

核心 OTU 的总贡献度为 12.5%(图 5，图 6)。

2.3    不同养殖模式下的凡纳滨对虾肠道指示

类群

利用线性判别分析筛选每个养殖模式下凡

纳滨对虾肠道中细菌的主要判别类群。FWP 养

殖模式下的判别类群为属于厚壁菌门的梭菌目

(Clostridiales) 和丹毒丝菌科 (Erysipelotrichaceae)、
γ-变形菌纲的考克斯体科 (Coxiellaceae)、放线菌

门的丙酸杆菌科、蓝藻门的聚球藻属 (Syne-
chococcus) 和 Subsection  I、 β-变形菌纲 (Betapro-
teobacteria) 的伯克氏菌目 (Burkholderiales)；SP 养

殖模式下的主要判别类群为属于厚壁菌门的芽

孢杆菌目 (Bacillales)，属于柔壁菌门的 C. bacillo-
plasma 以及属于 γ-变形菌纲的弧菌属 (Vibrio)、
希 瓦 氏 菌 属 和 气 单 胞 菌 科 (Aeromonadaceae)；
BFP 养殖模式下的关键类群有拟杆菌门的鼠尾菌

属 (Muricauda) 和海菌属 (Maribacter)、绿弯菌门

的 JG30_KF_CM45 和热微菌纲 (Thermomicrobia)、
放线菌门的微杆菌属 (Microbacterium)、α-变形菌

纲 Amaricoccus、 鞘 脂 单 胞 菌 科 (Sphingomon-
adaceae) 和红小梨形菌属 (Rhodopirellula)；HP 养

5 581

3 183 4 146

5 464

1 948
216 1 616

91 382

62 86 325

50 99

79

F
W

P
1

F
W

P
2

F
W

P
3

F
W

P
4

F
W

P
5

S
P

1
S

P
2

S
P

3
S

P
4

S
P

5

H
P

1
H

P
2

H
P

3
H

P
4

H
P

5

B
F

P
1

B
F

P
2

B
F

P
3

B
F

P
4

B
F

P
5

Actinobacteria_Acidimicrobiia_Acidimicrobiales_Acidimicrobiaceae_Ilumatobacter

Bacteroidetes_Flavobacteriia_Flavobacteriales_Flavobacteriaceae_Spongiimonas

Proteobacteria_Alphaproteobacteria_Rhodobacterales_Rhodobacteraceae_Ruegeria

Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Vibrionales_Vibrionaceae_Vibrio

Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Alteromonadales_Shewanellaceae_Shewanella

Proteobacteria_Gammaproteobacteria_Vibrionales_Vibrionaceae_Photobacterium

Tenericutes_Mollicutes_Mycoplasmatales_Mycoplasmataceae_C. Bacilloplasma

0

1

2

3

4放线菌门_酸微菌纲_酸微菌目_酸微菌科_Ilumatobacter

拟杆菌门　Bacteroidetes
厚壁菌门　Firmicutes
放线菌门　Actinobacteria
红细菌科　Rhodobacteraceae
希瓦氏菌科　Shewanellaceae

相
度
丰
度

re
la

ti
v
e 

ab
u
n
d
an

ce 拟杆菌门_黄杆菌纲_黄杆菌目_黄杆菌科_Spongiimonas

变形菌门_α-变形菌纲_红细菌目_红细菌科_鲁杰氏菌属

变形菌门_γ-变形菌纲_弧菌目_弧菌科_弧菌属

变形菌门_γ-变形菌纲_交替单胞菌目_希瓦氏菌科_希瓦氏菌属

变形菌门_γ-变形菌纲_弧菌目_弧菌科_发光杆菌属

柔壁菌门_柔膜菌纲_支原体目_支原体科_C. Bacilloplasma

养殖模式
culture patterns

细菌名称
bacteria name

(c)

(a) (b)

1.76%0.19% 1.98%

3.7%4.5%

柔壁菌门 35.01%

Tenericutes

弧菌科 52.84%

Vibrionaceae

变形菌门 61.06%

Proteobacteria

 
图 5    4种养殖模式下凡纳滨对虾肠道核心微生物类群分析图

(a) 肠道细菌群落微生物 OTU 个数的韦恩图；(b) 4 种养殖模式共有 OTU 丰度图，外圈为门水平优势类群，内圈为科水平优势类群；

(c) 左边为 4 种养殖模式共有 OTU 的相对丰度，右边表示分类到属水平

Fig. 5    Core microbial analysis of intestinal microbiota for L. vannamei in four culture patterns
(a)Venn diagram of OTU numbers in intestinal bacterial community; (b) abundance of shared OTUs in four culture patterns, the outer circle represents
the dominant taxa at the phylum level, the inner circle indicates the dominant taxa at family level; (c) relative abundances of shared OTUs in four culture
patterns are showed on the left, and the corresponding genera are showed on the right
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殖 模 式 下 的 主 要 判 别 类 群 为 γ-变 形 菌 纲 的

OM60_NOR5_clade 和海仙菌属 (Haliea)、浮霉菌

纲的芽小梨形菌属 (Blastopirellula)、Pir4lineage、

红细菌目 (Rhodobacterales) 的 Marivita、鲁杰氏菌

属、玫瑰变色菌属(Roseovarius)、拟杆菌门的嗜

冷菌属 (Algoriphagus)、疣微菌门的盐杆条菌属

(Haloferula)(图 7)。
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图 6    凡纳滨对虾肠道中细菌群落相似性百分比

Fig. 6    Similarity analysis of L. vannamei bacterial communities
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图 7    凡纳滨对虾肠道细菌群落的线性判别分析

差异物种类群根据组别进行着色，如红色节点表示在红色组别中起到重要作用的微生物类群，其他圈颜色意义类同

Fig. 7    Linear discriminant analysis of L. vannamei bacterial communities
Different species are colored according to the group, the red nodes indicate the microbial groups that play an important role in the red group, the other
circle colors have similar meanings
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4 种养殖模式中共挑选出 129 个指示类群

(指示值> 80，P < 0.01)。FWP 养殖模式的指示类

群主要来自于丙酸杆菌科、Chthoniobacterales 和

浮霉菌科等；SP 养殖模式的指示类群主要属于

支原体科、气单胞菌科和希瓦氏菌科；BFP 养殖

模式的指示类群来自于黄杆菌科 (Flavobacteri-
aceae) 和孢子囊藻科；HP 养殖模式的指示类群

来自于红细菌科 (Rhodobacteraceae)、浮霉菌科和

海百合科 (Halieaceae) 等 (图 8)。

2.4    不同养殖模式下的凡纳滨对虾肠道菌群

共现模式

4 种养殖模式下凡纳滨对虾的肠道菌群共现

模式不同 (图 9)。HP 养殖模式下凡纳滨对虾肠道

菌群的共现网络节点数、边和平均度最高，

FWP 养殖模式下聚类系数和平均路径长度都高

于其他 3 种养殖模式；从表 2 可以看出，在 BFP
养殖模式下，除了模块化系数比 FWP 和 SP 养殖

模式高，其他拓扑学参数都为最低。FWP 养殖

模式的共现网络中形成 2 个相互关系密切的网络，

其中 1 个网络主要包含来自支原体科和黄杆菌科、

希瓦氏菌科、弧菌科和 Family I (属于蓝藻门 )5
个科的 OTUs；另 1 个网络主要包含来自于浮霉

菌科、PeM15 (属于放线菌门)、LD29 (属于疣微

菌门) 3 个科的 OTUs。此外，支原体科在该网络

中与其他菌群联系最为密切，是该模式中的主

要类群。在 SP 养殖模式的共现网络中，来自于

浮霉菌科、LD29、Family Ⅰ (属于蓝藻门 ) 和红

细菌科的 OTUs 相互关系密切，形成 1 个网络。

BFP 养殖模式的共现网络中属于弧菌科和红细菌

科的 OTU 出现频率最高且联系较为密切。此外，

红细菌科还与黄杆菌科有较强的相互作用。HP
养殖模式的菌群呈现出复杂的相关性，其模块

的核心类群主要为支原体科、浮霉菌科、弧菌

科和红细菌科。BFP 养殖模式中弧菌科和红细菌

科占优势地位；支原体科是 FWP 模式和 SP 模式

中相关性最高的类群 (图 9)。

FWP SPBFP HP
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A: 支原体科 Mycoplasmataceae
B: 梭杆菌目 Fusobacteriales
C: 丙酸杆菌科 Propionibacteriaceae
D: 间胞囊菌科 Intrasporangiaceae
E: 放线菌门 Actinobacteria
F: 浮霉菌科 Planctomycetaceae
G: 黄杆菌科 Flavobacteriaceae
H: 西索恩氏菌目 Chthoniobacterales
I: 疣微菌科 Verrucomicrobiaceae
J: 蓝藻门 Cyanobacteria
L: 希瓦氏菌科 Shewanellaceae
K: 气单胞菌目 Aeromonadales
M: 弧菌目 Vibrionales
N: 海仙菌科 Halieaceae
O: γ-变形菌纲 Gammaproteobacteria
P: 红细菌科 Rhodobacteraceae

 
图 8    不同养殖模式下的指示类群系统进化树

Fig. 8    Phylogenetic trees of indicator taxa for different culture patterns
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3    讨论

3.1    不同养殖模式下凡纳滨对虾肠道菌群结

构存在差异

肠道微生物可以调节肠道环境，促进肠道

菌群平衡，有利于宿主健康[14]。研究发现，肠道

细菌群落的变化和对虾病害的严重程度密切相

关，肠道微生物紊乱可能导致宿主生长缓慢或

感染疾病 [15-16]。有研究证明，养殖环境可能影响

对虾的肠道微生物群落结构[17]。对虾养殖生态系

统的富营养化会破坏浮游细菌群落的稳定性，

对凡纳滨对虾造成环境压力进而导致病害发生[18]。

不同的饲料类型也影响凡纳滨对虾肠道菌群的

组成[19]。此外，肠道菌群组成还与养殖水体温度、

盐度、pH 等密切相关 [20]，而对不同养殖模式下

凡纳滨对虾肠道微生物结构差异的研究较少。

本实验中 FWP 和 HP 养殖模式下的肠道细菌群

落的丰富度指数、Shannon 指数和均匀度指数均

表 2    不同养殖模式下的共现网络的拓扑学参数

Tab. 2    Topological parameters of co-occurrence network for different culture patterns

养殖模式

culture patterns
节点

nodes
边

edges
模块化系数

modularity
聚类系数

clustering coefficient
网络直径

network diameter
平均路径长度

average path length
平均度

average degree

FWP 137 981 0.828 0.833 10 4.707 14.321

SP 137 855 0.757 0.734 12 4.057 12.482

BFP 106 632 0.834 0.727 10 3.525 11.925

HP 140 1 223 1.024 0.760 12 3.965 17.471

(b)

(d)

(a)

(c)

支原体科 Mycoplasmataceae 

Family I (蓝藻门 Cyanobacteria )

弧菌科 Vibrionaceae

LD29 (疣微菌门 Verrucomicrobia)

气单胞菌科 Aeromonadaceae

浮霉菌科 Planctomycetaceae

PeM15 (放线菌门 Actinobacteria)

红细菌科 Rhodobacteraceae

希瓦氏菌科 Shewanellaceae

黄杆菌科 Flavobacteriaceae

间胞囊菌科 Intrasporangiaceae

其他 other 

 
图 9    不同养殖模式下的凡纳滨对虾肠道细菌群落的共现关系

(a) 淡水池塘养殖模式  (FWP)，(b) 海水池塘养殖模式  (SP)，(c) 生物絮团养殖模式 (BFP)，(d) 高位池养殖模式 (HP)；每个节点的大小与

连接数成比例，每个节点定义在科水平，相同的节点颜色归属于同一个科

Fig. 9    Co-occurrence relationship of intestinal bacterial communities for L. vannamei in different culture patterns
(a) Freshwater shrimp pond (FWP), (b) represents seawater pond (SP), (c) biofloc technology pond (BFP), (d) high-intensive pond (HP); the size of each
node is proportional to the number of connections; each node is defined at the family level, and the same color represents same family
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显著高于 SP 和 BFP 模式，而 FWP 养殖模式的肠

道菌群的均匀度优于 HP 养殖模式，这与 FWP
养殖模式下的肠道微生物在门、变形菌纲及科

水平上的几种重要菌群的丰度比较平均相一致

(图 1，图 2)。γ-变形菌纲在 SP、BFP 和 HP 养殖

模式中具有较高的丰度，其优势科为弧菌科。

与本研究相同，海水养殖和高位池养殖中都发

现了高丰度的弧菌科 [21-22]。在 BFP 养殖过程中，

尽管生物和非生物因素使其细菌群落具有高度

的变异性，但是无论在养殖水还是在凡纳滨对

虾肠道中弧菌科都是优势科 [23]。此外，在 FWP
养殖模式中，蓝藻门的丰度远远高于其他养殖

模式。这与 Fan 等[24] 关于淡水养殖中对虾肠道易

富集蓝藻门细菌，而海水养殖主要富集弧菌科

细菌的研究结果相同。

3.2    不同养殖模式下凡纳滨对虾肠道菌群的

指示类群不同

弧菌科和支原体科是 4 种养殖模式共有核

心微生物中最丰富的 2 个科，但是弧菌科主要存

在于 SP、BFP 和 HP 养殖模式中 (图 5-b, c)。通过

SIMPER 分析，发现共有的弧菌科和支原体科对

4 种养殖模式菌群差异贡献度最高 (图 6)。弧菌

科和支原体科被认为是条件致病菌 [25-26]，当养殖

水质恶化时容易引起对虾疾病暴发。研究发现，

在对虾病害暴发期间，养殖水体和对虾肝胰腺

中的细菌群落以弧菌为主[27]，已经发现有十几种

对虾疾病与弧菌有关，弧菌类疾病已经被确认

为是虾类养殖中的严重病害之一 [28-29]。研究发现

支原体可能与免疫类、肿瘤类疾病有关 [30-31]，是

对虾养殖业中常见的病原微生物，多与对虾的

肝胰腺疾病有关 [32-33]。在 SP、BFP 和 HP 这 3 种

海水养殖模式中，弧菌科和支原体科相对丰度

都较高，这可能是海水养殖凡纳滨对虾容易暴

发弧菌病和肝胰腺坏死等疾病的原因。此外，

由于支原体易侵入宿主细胞而不侵入宿主肌肉，

因此常充当感染先驱的角色，与其他致病菌混

合感染宿主[34]。当弧菌科和支原体科混合感染宿

主时极易引发弧菌类疾病以及一些水产品病害。

同时一些致病弧菌在环境恶化时的致病性增强，

更易暴发疾病 [35-36]。因此，在凡纳滨对虾海水养

殖中要密切关注养殖环境变化，尤其在 BFP 和

HP 等养殖密度大、水流不畅的养殖模式中，以

防条件性致病菌暴发引起疾病。而 FWP 养殖模

式中有较高丰度的支原体科类群，表明在淡水

养殖中可能需要更多关注凡纳滨对虾肝胰腺类

疾病的发生。

肠道细菌群落的指示类群可用于评估对虾

的健康状况 [37]。丙酸杆菌科是 FWP 养殖模式的

指示类群 (图 7, 图 8)，研究发现，口服丙酸杆菌

有利于预防小鼠肠道感染 [38]，在 2008 年有学者

提出，可以在水产养殖中使用放线菌作为益生

菌来防治水产养殖病害[39]。此外，研究表明丙酸

杆菌科在正常生长的健康对虾肠道菌群中丰度

较高 [40]，因此，丙酸杆菌科作为 FWP 养殖模式

的肠道微生物中的指示类群，可能对淡水养殖

中凡纳滨对虾的生长发挥着益生的作用。SP 养

殖模式没有特别的指示类群，主要指示类群为

支原体科，但是支原体科也是 4 种养殖模式的共

有类群，由此可知，支原体科可能是海水养殖

中潜在的病原微生物，危害对虾生长。BFP 养殖

模式的指示类群为黄杆菌科，其广泛存在于海

水再循环养殖系统的生物滤池中 [41]，这也与

Huang 等[42] 发现在生物絮团中存在高丰度的黄杆

菌科相一致。黄杆菌科不仅参与有机化合物降

解，还参与氨、亚硝酸盐和硝酸盐的转化，在

维持高密度养殖环境的稳定方面起重要作用 [43]。

水体环境影响对虾肠道微生物的组成，BFP 养殖

系统中的生物絮团可以被凡纳滨对虾摄食，因

此 BFP 养殖系统中的微生物可能更容易在肠道

定植 [42]。红细菌科是 HP 养殖模式下凡纳滨对虾

肠道细菌的主要指示类群，与 Landsman 等 [44] 的

研究相同，即在室内养殖系统中凡纳滨对虾肠

道红细菌科菌群的丰富度明显高于池塘养殖和

野生的凡纳滨对虾。

3.3    不同养殖模式下凡纳滨对虾肠道菌群共

现网络存在差异

研究表明，细菌相互作用增加和共享生态

位的结合使网络规模及其复杂性增加，代表了

不同样本微生物之间的根本差异[45]，例如，健康

的土壤菌落的菌群之间联系紧密、模块化高，

使整个网络稳定且充满活力，从而保持生态系

统的稳定[46]。肠道菌群影响凡纳滨对虾的生理健

康，稳定的肠道菌群可在一定程度上避免凡纳

滨对虾染上细菌性疾病 [47]。本研究中，4 种养殖

模式下凡纳滨对虾肠道菌群的共现网络不同，

说明不同养殖模式可能影响了凡纳滨对虾肠道
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微生物的稳定性。FWP 养殖模式下菌群之间节

点的连接性、连接的传递性、形成聚类的概率

以及节点之间的紧密性最优且模块化程度最高，

表明 FWP 养殖模式下的肠道菌群稳定性高于其

他养殖模式[48]。在网络模块中具有高度连接性的

类群称作模块中心点，模块中心点的减少或者

消失都会导致模块和网络的破裂，而模块和网

络的破坏会导致菌群失衡，从而影响宿主健康[49]。

HP 养殖模式中，节点与节点之间的连接以及菌

群之间的相关性最复杂，并且具有最高的中心

性。HP 养殖模式往往具有很高的养殖密度，容

易积聚氨氮等毒性物质，可能影响了凡纳滨对

虾肠道菌群之间的相互作用 (图 9)。SP 养殖模式

的拓扑学参数仅次于 FWP 养殖模式，其菌群稳

定性不如 FWP 养殖模式，可能是因为受到了 2
种致病菌的胁迫。此外，SP 养殖模式的共现网

络中，弧菌科和支原体科没有形成稳定的模块，

可能说明 SP 养殖模式下凡纳滨对虾肠道菌群比

FWP 养殖模式易受到养殖环境的影响。

综上所述，养殖模式影响了凡纳滨对虾肠

道菌群的多样性和结构组成。FWP 和 HP 养殖模

式下的肠道细菌群落有更高的丰富度、多样性

和均匀度。弧菌和支原体是 4 种养殖模式的核心

微生物，但其指示类群不同，丙酸杆菌科是

FWP 养殖模式的指示类群，BFP 养殖模式的指

示类群为黄杆菌科。通过分析不同养殖模式下

凡纳滨对虾肠道微生物的共现网络，发现 HP 养

殖模式下肠道菌群平衡易受养殖环境影响，FWP
养殖模式下肠道菌群稳定性高于其他养殖模式。
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Effects of different culture patterns on the intestinal microbiota of
Litopenaeus vannamei

ZHAO Yueji ,     GUO Haipeng *,     ZHANG Demin
(School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract:  To  explore  the  differences  of  intestinal  microbiota  for Litopenaeus  vannamei in different  culture  pat-
terns,  bacterial  diversity  and  bacterial  community  composition  of L.  vannamei from  different  culture  patterns
including  freshwater  pond  (FWP),  seawater  pond  (SP),  high-intensive  pond  (HP)  and  biofloc  technology  pond
(BFP) were studied by using the 16S rRNA gene amplicon sequencing technology in this study. The results showed
that  the  α-diversity  indexes  of  FWP  and  HP  were  significantly  higher  than  those  of  SP  and  BFP.  The  relative
abundances of intestinal microbiota compositions were significantly different among the four culture patterns. Pro-
teobacteria had the maximal abundance in SP, BFP and HP culture patterns and contributed to the biggest differ-
ences for the four culture patterns. The abundance of Cyanobacteria in FWP culture pattern was far higher than that
in  other  culture  patterns.  Vibrionaceae  (Proteobacteria)  and  Mycoplasmataceae  (Tenericutes)  were  the  top  two
abundant families of core microbiota among the four culture patterns. In addition, the indicators of different cul-
ture patterns were different. The indicator group of intestinal bacteria in FWP culture pattern was Propionibacteri-
aceae, and it was Flavobacteriaceae in BFP culture pattern. Co-occurrence network analysis found that the interac-
tions of intestinal microbiota in the HP culture pattern were higher than that in other three culture patterns, and the
co-occurrence network of FWP was the most stable.
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